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« MOYENS POUR LA REGULATION DE 
L' EXPRESSION DES ISOPORMES 
HUMAINES DE L ' A N T » 

L' invention a pour objet des moyens pour la regulation de 
1' expression des isoformes humaines de l'ANT, plus 
particulierement des duplex d'ARN interferants (ARNi) et 
leurs applications pour ladite regulation et les 
applications des ADNc codant pour les isoformes. 

Le translocateur nucleotidique a adenine (ANT) est la 
proteine la plus abondante de la membrane interne des 
mitochondries . L' ANT possede deux fonctions distinctes : 
c'est d'une part, le responsable du transport des 
nucleotides a adenine a travers la membrane mitochondriale 
interne (import de l'ADP pour la phosphorylation 
oxydative ; export d' ATP vers le cytosol pour le 
metabolisme general). D' autre part, 1' ANT joue " un role 
essentiel lors de la phase mitochondriale de l'apoptose. En 
effet, 1' ANT peut adopter une conformation de pore non- 
specifique, ce qui conduit' a la permeabilisation des 
membranes mitochondriales et au declenchement de la mort 
cellulaire (Kroemer & Reed 2000) . 

Les genes codant pour les ANT ont ete clones dans un bon 
nombre d' especes telles que la levure, diverses plantes, le 
bceuf, le rat, la souris et l'homme. Toutes ces especes 
possedent plusieurs isoformes, et la structure des genes 
est hautement conservee avec une organisation en 4 exons 
separes par 3 introns . L' ANT humain existe sous trois 
isoformes (ANT1, ANT2, et ANT3) codees par trois genes 
nucleaires differents qui ont ete clones et sequences. 
L'ANTl (chromosome 4) est principalement exprime dans l e 
cceur et les muscles squelettiques . On connait une maladie 
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hereditaire chez l'homme liee a une mutation de 1' ANT 1 
(substitution de 1' alanine 114 en proline). II s'agit de 
1' ophthalmoplegic progressive externe (affection rare 
caracterisee par d' importantes deletions de l'ADN 
mitochondrial) . I/ANT2 (chromosome X) est tres faiblement 
exprime dans les tissus matures. Les plus forts niveaux 
d' expression de l'ANT2 sont observes dans les cellules en 
proliferation telles que les myoblastes et les cellules 
tumorales. I/ANT2 est aussi specif iquement trouve dans les 
cellules tranformees par le virus SV4 0- ainsi 1 ao 

lignees depourvues d'ADN mitochondrial (rho°). I/ANT3 
(region pseudoautosomale des chromosomes X et Y) est 
exprime de facon ubiquitaire dans tous les tissus 
dif f erenties . 



L'apoptose est un processus de suicide cellulaire qui se 
deroule en trois phases : une phase pre-mitochondriale 
(heterogene) , une phase mitochondriale (decision de mort), 
et une phase de degradation (« putrefaction » de la 
cellule) . L' ANT, une proteine inseree dans la membrane 
interne des mitochondries, a la capacite de former un pore 
qui change radicalement le role de la mitochondrie : 
lorsque 1' ANT est dans son etat de PORE OUVERT la 
mitochondrie devient un organe de destruction de la 
cellule . 

Les points suivants sont aujourd'hui etablis : 

• II est possible de tuer des cellules in vitro en 
induisant la fonction pore de 1' ANT (Belzac, 
Jacotot et al., Cancer Res. 2001 Feb 15. 
61 (4) : 1260-4) . 

• II est possible de proteger des cellules 
cardiaques ex vivo (cceur reperfuse isole) en 
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bloquant la fonction pore de 1' ANT (Di Lisa et 
al., J Biol Chem. 2000 Nov. 9). 
• II est possible de proteger des neurones in vivo 
de la mort consecutive a l'ischemie cerebrale en 
inhibant 1' ANT (Cao et al., J Cereb Blood Flow 
Metab. 2001 Apr. 21 (4) : 321-333) . 

L' ANT est done un point de contrdle majeur de l'apoptose et 
est regule par des proteines endogenes comme le suppresseur 
de tumeur Bax (pro-apoptotique) et 1' oncoproteine Bcl-2 
(anti-apoptotique) . L' ANT est aussi regule par des 
proteines virales comme Vpr (pro-apoptotique issu du VIH) 
et vMIA (anti-apoptotique issu du CMV) . C'est done une 
cible ideale pour lutter centre les deregulations 
pathologiques de l'apoptose. 

Des donnees recentes ont revele que l'ARN double-brin 
(ARNdb) induit 1' extinction de 1' expression de genes dont 
la sequence est tres homologue a la sequence de l'un des 
deux brins d'ARN du duplex. Ce phenomene, appele 
interference a ARN ou ARNi conduit a la degradation des ARN 
messagers (Hammond et al., 2001, Sharp, 2001). Tuschl et 
coll. ont demontre que 1' introduction dans des cellules de 
mammiferes d'un duplex ARN de 21 nucleotides . (small 
interfering RNA ou siRNA) conduit a 1' inhibition specif ique 
de l'expression genique (Elbashir et al., 2001). Apres 
tranfection, les siRNA agissent de pair avec des composants 
cellulaires (1' enzyme DICER et le complexe RISC) afin 
d'abolir l'expression du gene cible. 

Les inventeurs ont constate qu'il etait possible de reguler 
l'apoptose a des fins therapeutiques en agissant sur le 
niveau d' expression des isoformes humaines de 1' ANT de 
maniere selective. 
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En particulier, il s'est avere que des ARNi con?us a partir 
de regions definies de 21 nucleotides de la sequence 
codante de chaque isoforme de 1' ANT a permis d'elaborer des 
ARNi duplex capables, apres transf ection, d'abolir 
selectivement 1' expression de chaque isoforme. 

L' invention a done pour but de fournir de nouveaux produits 
qui associes a tout procede de transf ert d' acides 
nucleiques sont utilisables en therapeutique humaine et 
animale . 

L' invention vise des ARNi capables d' inhiber selectivement 
1' expression d'Une isoforme de 1 ' ANT , caracterises en ce 
qu'il s'agit de duplex d'ARN, l'un des brins etant 
hautement homologue d' un fragment de l'ARNm codant pour 
ladite isoforme de 1 ' ANT . 

Avantageusement, les ARNi de 1' invention sont des siRNA 
(ARN d' interference de petite taille) de 18 a 25 
nucleotides, plus particulierement de 21 nucleotides. 

Des ARNi preferes sont choisis parmi les duplex avec des 
brins de sequences SEQ ID N°l et SEQ ID N°2 ; SEQ ID N°3 et 
SEQ ID N°4 / SEQ ID N°5 et SEQ ID N°6 : 

SEQ ID N°l : 5 ' -acagaucagugcugagaagdTdT-3 ' 

SEQ ID N°2 : 5' -cuucucagcacugaucugudTdT-3' 

SEQ ID N°3 : 5' -gcagaucacugcagauaagdTdT-3' 

SEQ ID N°4 : 5' -cuuaucugcagugaucugcdTdT-3' 



SEQ ID N°5 
SEQ ID N°6 



5' -gggcaucguggacugcauudTdT-3' 
5' -aaugcaguccacgaugcccdTdT-3' 
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L' invention vise egalement des constructions contenant au 
moins un ARNi tel que defini ci-dessus ou des sequences 
d'ADN codant pour chacun des brins de ces ARNi. 

Dans un mode de realisation de l' invention, la construction 
est caracterisee en ce que 1' ARNi est associe a un vecteur 
facilitant son administration, son passage au travers de 
membranes, tissus ou de teguments biologiques, notamment 
membranes cytoplasmiques, membranes mitochondrials, 
membranes nucleaires, la peau, les muqueuses, les parois 
endothelials, la barriere hemato-encephalique, ainsi que 
sa biodisponibilite, stability et sa pharmacodistribution 
tel qu'un peptide, un liposome, des nanoparticules 
(nanospheres, nanotubes) , un oligomere non naturel tels que 
des polymeres d'uree. 

Dans un autre mode de realisation, la construction est 
caracterisee en ce que 1 ' ARNi est associS a un vecteur 
permettant le transfert d'acides nucleiques, tels que 
retrovirus (Barton and Medzhitov, PNAS, 2002, vol. 99 
(23) : p 14943-14945), transposons, adenovirus (Xia et 
al. ; Nature Bidech, 2002, Vol. 20, pl005-1010) , plasmides 
(Brummelkamp et al., Cancel Call, 2002,. p 243-247. 

L' invention vise en outre les compositions pharmaceutiques 
caracterisees en ce qu'elles renferment une quantite 
efficace d'au moins un ARNi tel que defini ci-dessus, ou 
une construction telle que definie plus haut, en 
association avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

Des compositions pharmaceutiques avantageuses sont 
caracterisees en ce qu'elles se presentent sous forme 
injectable . 
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D'autres formes de presentation sont adaptees a 
1' administration par voie orale, parenterale, rectale ou 
topique (Levis et al . , Nature Genetics, 2002, vol. 32, 
pl07-108) . 



Les ARNi, constructions ou compositions pharmaceutiques 
tels que definis ci-dessus sont caracterises en ce qu'ils 
ont la capacite de reguler (induire ou inhiber) la 
permeabilisation des membranes mitochondriales et la mort 
cellulaire de type apoptotique, necrotique, autophagique et 
mecanismes apparentes. 

Les compositions de 1' invention permettent la regulation de 
1' expression des isoformes humaines de 1' ANT et a ce titre 
sont particulierement utiles pour le traitement de 
pathologies liees a des deregulations de l'apoptose et des 
autres formes de mort cellulaire apparentees . 

L' invention concerne done en partie 1' utilisation des 
siRNA-ANTl , siRNA-ANT2, ANRsi-ANT3 pour induire/f avoriser 
( siRNA-ANT2 ) ou au contraire inhiber (siRNA-ANTl et/ou 
siRNA-ANT3 ) la chute du potent iel transmembranaire 
mitochondrial (Aij/m) et l'apoptose et la mort de type 
apoptotique, necrotique, autophalgique, et mecanismes 
apparentes . 

L' invention concerne done aussi 1' utilisation des ADNc 
hANTl, hANT2, hANT3 pour induire/f avoriser (ADNc hANTl 
et/ou ADNc hANT3) ou au contraire inhiber (CDNA hANT2) la 
chute du potentiel transmembranaire mitochondrial (Av|/m) et 
1' apoptose . 
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On cite en particulier leur application pour traiter un 
deficit d'apoptose, par exemple dans les differentes formes 
de cancer, l es maladies auto-immunes, telles. que lupus 
erythemateux dissemifte, polyarthrites . 



sees 
es 



Dans d'autres applications, ces compositions sont utilise 
pour traiter un exces d'apoptose comme par exemple 1 
maladies neurodegeneratives (Alzheimer, Parkinson, 
Huntington) et les ischemies cerebrales et cardiaques . 

Par exemple, des siRNA de l'ANTl ou l'ANT3, ou encore de 
l'ADNc de l'ANT2 pourront etre utilises pour inhiber la 
mort neuronale dans des situations d' ischemies ou de 
pathologies neurodegenatives ou encore pour inhiber la mort 
de cardiomyocytes dans des situations ischemiques, ou la 
mort d'hepatocytes (infections virales, intoxications 
medicamenteuses). Par exemple, des siRNA h-ANT2 et/ou des 
ADNc h-ANTl ou h-ANT3 pourront etre • utilises pour induire 
l'apoptose de cellules tumorales ou de lymphocytes auto- 
reactif s . 



Lesdites compositions pharmaceutiques presentent egalement 
un grand interet pour le traitement des infections par HIV. 

D'autres caracteristiques et avantages de 1' invention 
apparaitront dans la suite de la description et en se 
referant aux figures 1 a 6 qui representent 
respectivement : 

- Figure 1. Sequences completes des ADNc codant pour les 
trois isoformes humaines de 1' ANT isoles apres RT/PCR 
a l'aide d'ARNs provenant de cellules 293T et HeLa. 
Figure 2. L' expression des isoformes hANTl et hANT3 
induisent l'apoptose . Analyse en cytometrie de flux 
de cellules 293T, 24 heures apres cotransf ection d' 1 
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ug de vecteur pIRES-2-eGFP avec 1 ug de vecteur 
pcDNA3 . 1-hANT . La quantification de .1' intensite du 
marqueur CMXRos est realisee uniquement sur les 
cellules GFP positives. B. Analyse en cytometrie de 
flux de cellules 293T, 24, 48 ou 72 heures apres 
transfection avec 1 ug de vecteur pIRES-2-eGFP ou avec 
1 ug de chaque vecteur pIRES-eGFP-hANT . La 
quantification de 1' intensite du marqueur CMXRos est 
realisee uniquement sur les cellules GFP positives.. 
C. Analyse en cytometrie de flux de la frequence de 
noyaux hypoploides sur des cellules 293T 24, 48 ou 72h 
apres transfection avec 1 ug de vecteur pIRES-eGFP ou 
1 ug de chaque vecteur pIRES-eGFP-hANT . 
Figure 3. L'apoptose induite par 1' expression de 
hANTl et hANT3 est inhibee par ZVAD et Boc D mais pas 
par CsA. A. Analyse en- cytometrie de flux de cellules 
293T 48h apres transfection avec 1 ug de vecteur 
pIRES-2-eGFP ou avec 1 ug de chaque vecteur pIRES- 
eGFP-hANT en presence ou en absence de 10 uM de CsA. 
La quantification de 1' intensite du marqueur CMXRos 
est realisee uniquement sur les cellules GFP 
positives. B. Analyse en cytometrie de flux de 
cellules 293T 48 heures apres transfection avec 1 ug 
de vecteur pIRES-2-eGFP ou avec 1 ug de chaque vecteur 
pIRES-eGFP-hANT en presence ou en absence de 100 uM de 
ZVAD-fmk ou de 100 uM de Boc D. La quantification de 
1' intensite du marqueur CMXRos est realisee uniquement 
sur les cellules GFP positives. 

Figure 4. L' expression de Bcl2 inhibe l'apoptose 
induite par 1' expression des isoformes hANTl et hANT3. 
Des cellules HeLa Neo et Bcl2 sont transferees avec 1 
ug de vecteur pIRES-2-eGFP ou avec 1 ug de chaque 
vecteur pIRES-eGFP-hANT et apres 72 heures 1' intensite 
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du marqueur CMXRos est analysee par cytometrie de flux 
sur les cellules GFP positives. 

- Figure 5. Localisation subcellulaire des isoformes 
hANTl et hANT2. Des cellules HeLa sont transferees 
avec 1 ug de vecteur pcDNA3 . lV5-hANTl (A) ou avec 1 ug 
de vecteur pcDNA3 . lV5-hANT2 (B) puis fixees avec du 
paraformaldehyde. La colocalisation des proteines de 
fusion hANT-V5 avec la proteine mitochondriale COX est 
realisee par une immunodetection de fluorescence de 
1' epitope V5 (fluorescence verte) et de la proteine 
COX (fluorescence rouge) .L' image « merge » represente 
la superposition des fluorescences vertes et rouges 
montrant la colocalisation. 

- Figure 6. Inhibition specif ique de 1' expression des 
isoformes humaines 1 et 2 de 1' ANT via 1 ' utilisation 
de siRNA specif iques. 

(A) Des cellules HeLa sont co-transf ectees avec d'une part 
un vecteur d ' expresssion pcDNA3 . lV5-hANTl et d' autre 
part des siRNA specif iques de 1' hANTl ou hANT2mut . 

(B) Des Celules HeLa sont co-transf ectees avec d'une part 
un vecteur d • expresssion pcDNA3 . lV5-hANT2 et d' autre 
part des siRNA specif iques de 1» hANT2 ou hANT2mut . 

Apres 24 heures apres transf ection, les cellules sont 
lysees et 1' expression des isoformes de l'ANT est 
determinee par Western-blot a l'aide d'un anticorps 
monoclonal anti-V5. 



Cotransfections : Des cellules HeLa sont cultivees en 
plaque 6 puits en DMEM/ Glutamax-I complements avec 10% de 
serum de veau foetal. Apres 24 heures, les cellules sont 
transferees en ajoutant 3 ul de. lipof ectamine 2000 
(Invitrogen), 3 ug de siRNA et 1 jag de vecteur pcDNA3.lv5- 
hANTl ou 2 dans du DMEM sans serum (volume final 500 pi) . 
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Les cellules sent rincees 6 heures apres la transfection et 
mairttenues en culture pendant 24, 48 ou 72 heures. 

Preparations des extraits cellulaires et Western: Les 

cellules sont resuspendues dans 100 pi de tampon de lyse 
(25 mM Tris-HCl, pH 7.5, 25 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% Triton 
X-100, cocktail d' inhibiteurs de proteases) et centrifugees 
10 minutes a 13 000 rpm a 4°C. 10 pi du surnageant est 
collecte pour realiser un test Bradford. Les extraits sont 
ensuite analyses en gel SDS-PAGE apres denaturation 3 
minutes a 100 °C en presence de tampon SDS-Laemmli. Apres 
transfert les proteines sont revelees avec un anticorps 
anti-V5 (1/5000, Invitrogen) . 

Clonage des isoformes hmaines d' ANT et realisation de 
vecteurs d' expression : De l'ARN total de cellules 293T et 
de cellules HeLa a ete isole (TRIZOL protocole) et utilise 
dans des experiences de reverse transcription/amplification 
initiees avec une amorce de type oligodT. Des amorces 
specif iques des isoformes humaines de l'ANT (hANTl, hANT2 
et hANT3) ont ete synthetisees a partir des sequences 
publiees dans GenBank afin d' amplifier specif iquement 
l'ADNc complet de chacune des isoformes (Tablel) . Ces 
produits ont ete ensuite sous-clones dans le vecteur pGEM-T 
apres l'ajout d' un residu dAdenosine a leurs extremites. La 
sequence de chaque insert a ete verifiee (Figure 1) . Les 
ADNcs codant pour les trois isoformes ont ensuite ete 
clones dans des vecteurs d' expression : pCDNA3.1 (version 
+, Invitrogen) et pIRES-2-eGFP (Clontech) . Afin de generer 
des proteines de fusion avec 1' epitope V5 correspondant aux 
trois isoformes, une approche d' amplification (Table 2) a 
permis de modifier les extremites des ADNcs codant pour les 
trois isoformes (mutation du codon STOP et egalement ajout 
de sequences de reconnaissance d' enzymes de restrictions ) 
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et de sous doner ces produits dans le vecteur pcDNA3.1-V5 
(versionA, Invitrogen) . Les constructions finales ont ete 
verifiees par sequencage. 

Potentiel apoptotique des isoformes humaines de 1' ANT : Les 

experiences de transfection ont ete realisees sur des 
cellules 293T en utilisant le vecteur pIRES-2-GFP vide 
comme control ou les vecteurs pIRES-2-eGFP contenant les 
sequences des ADNcs codant pour les trois isoformes de 
1'hANT. A un temps donne post-transf ection les cellules ont 
ete analysees par cytometrie de flux. 

Les resultats montrent que 1' expression des isoformes hANTl 
et hANT3 conduit a une dissipation du potentiel 
mitochondrial declenchant ainsi l'apoptose alors que 
1' expression de l'isoforme hANT2 n'affecte pas l'integrite 
mitochondriale (Figure 2) . 

En utilisant une approche experimental similaire nous 
demontrons que l'apoptose liee a 1' expression des isoformes 
hANTl et hANT3 est inhibee par des inhibiteurs des 
caspases(ZVAD et Boc D) (figure 3A) mais pas par la 
Cyclosporine A (CsA) (Figure 3B) . 

Nous demontrons egalement, en utilisant des cellules HeLa 
surexprimant la proteine Bcl2 que cette derniere est 
capable d'inhiber l'apoptose induite par les isoformes 
hANTl et hANT2 figure 4) 

Localisation suboellulaire des isoformes hANTl et hANT2 : 

Apres transfection de cellules HeLa avec des constructions 
codant pour les proteines de fusion hANTl-V5 et hANT2-V5 
nous avons realise un immunomarquage afin de determiner la 
localisation subcellulaire de hANTl et hANT2 . L' analyse de 
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la localisation du signal obtenu avec un anticorps anti-V5 
et le signal obtenu avec un anticorps dirige centre COX 
(une proteine mitochondrial) met en evidence une 
localisation mitochondriale des isoformes hANTl et2 (figure 
5) . 

Duplex ARNi des isoformes humaines de 1' ANT 

Preparation des ARNi. Les siRNA double-brins correspondant 
aux sequences d'ADNc ANT1 humaine (AAACAGATCAGTGCTGAGAAG, 
nucleotides 127-147), ANT2 humaine (AAGCAGATCACTGCAGATAAg! 
nucleotides 127-147), Ant2 humaine contenant quatre 
mutations (AAGCGGATCGCTACAAATAAG, nucleotides 127-147) et 
Ant3 humaine ( AAGGGCATCGTGGACTGCATT , nucleotides 154-174) 
ont ete concues selon les recommandations de Elbashir et 
al. (2001). Les duplex ont ete realises par Proligo 
(France) . 
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hANTl (127-147) 



Sequence d'ADN: 
Duplex ARNi: 



hANT2 (127-147) 

Sequence ADN: 
Duplex ARNi : 



5' -aaacagatcagtgctgagaag-3' 
5 ' -acagaucagugcugagaagdTdT-3' 
5' -cuucucagcacugaucugudTdT-3' 



(SEQ ID N°7) 
(SEQ ID N°8), 
(ESQ ID N°9) 



5' -aagcagatcactgcagataag-3' (SEQ ID N°10) 
5' -gcagaucacugcagauaagdTdT-3' (SEQ ID N°ll) 
5' -cuuaucugcagugaucugcdTdT-3' (SEQ ID N°12) 



hANT2mut (127-147) 

Sequence ADN : 
Duplex ARNi: 



5' -aagc£gatc£ctacaaataag-3'' (SEQ ID N c 13) 
5' -gcggaucgcuacaaauaagdTdT-3' (SEQ ID N°14) 
5' -cuuauuuguagcgauccgcdTdT-3' (SEQ ID N°15) 



hAN^3 (154-174) 

Sequence ADN: 
Duplex ARNi: 



5' -aagggcatcgtggactgcatt-3' (SEQ ID N°16) 
5' -gggcaucguggacugcauudTdT-3' (SEQ ID N°17) 
5' -aaugcaguccacgaugcccdTdT-3' SEQ ID N°18) 



Dans les tableaux ci-apres, on rapport e respectivement les 
sequences des amorces utilisees : 



Tableau 1 : lors des experiences de RT/PCR afin de 
doner l'ADNc codant pour les trois isoformes humaines 
de 1 ' ANT . 

Tableau 2 : pour la construction des vecteurs 
d' expression contenant les ADNcs codant pour les 
proteines de fusion hANT-V5. 
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REVENDICATIQNS 

1/ ARNi capables d'inhiber selectivement 1' expression d' une 
isoforme de 1' ANT, caracterises en ce qu' il s'agit d'un 
duplex d'ARN, l'un des brins etant hautement homologue d'un 
fragment de l'ARNm codant pour ledit isoforme de 1 ' ANT . 

2/ ARNi selon la revendication 1, caracterise en ce qu' il 
s'agit d'un siRNA de 18 a 25 nucleotide . r,i„o 

/ <~4. 

particulierement de 21 nucleotides. 

3/ ARNi selon la revendication 2, caracterise en ce qu' il 
presente la sequence SEQ ID N°l, SEQ ID N°2 ou SEQ ID N°3. 

4/ Construction contenant au moins un ARNi selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 3, ou des sequences d'ADN 
codant pour chacun des brins de ces ARNi. 

5/ Construction selon la revendication 4, caracterisee en 
ce que 1 ' ARNi est associe .a un vecteur facilitant son 
administration, son passage au travers de membranes, tissus 
ou de teguments biologiques, notamment membranes 
cytoplasmiques, membranes mitochondriales, membranes 
nucleaires, la peau, les muqueuses, les parois 
endqtheliales, la barriere hemato-encephalique, ainsi que 
sa biodisponibilite, sa stabilite et sa 

pharmacodistribution tel qu'un peptide, un liposome, des 
nanoparticules (nanospheres, nanotubes) , un oligomere non 
naturel tels que des oligomeres d'uree. 

6/ Construction selon la revendication 4, caracterisee en 
ce qu'il s'agit de vecteurs permettant le transfert 
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d'acides nucleiques, tels que retrovirus, transposons, 
adenovirus, plasmides. 

7/ Compositions pharmaceutiques, caracterisees en ce 
qu'elles renferment une quantite efficace d'au moins un 
ARNi selon l'une quelconque des revendications 1 a 3, ou 
une construction selon l'une quelconque des revendications 
4 a 6, en association avec un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable. 

8/ Compositions pharmaceutiques, selon la revendication 7, 
caracterisees en ce qu'elles se presentent sous forme 
injectable, ou administrable par voie orale, parenterale, 
rectale ou topique. 

9/ ARNi selon l'une quelconque des revendications- 1 a 3, ou 
constructions selon l'une quelconque des revendications 1 a 
6, ou compositions pharmaceutiques selon la revendication 7 
ou 8, caracterises en ce qu'ils ont la capacite de reguler 
(induire ou inhiber) la permeabilisation des membranes 
mitochondriales et la mort cellulaire de type apoptotique, 
necrotique, autophagique et mecanismes apparentes. 
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Figure 1 

hANT 1 sequence (SEQ ID N°19) : 

atgggtgatcacgcttggagcttcctaaaggacttcctggccggggcggtcgccgctgccgt 

ctccaagaccgcggtcgcccccatcgagagggtcaaactgctgctgcaggtccagcatgcca 

gcaaacagatcagtgctgagaagcagtacaaagggatcattgattgtgtggtgagaatccct 

aaggagcagggcttcctctccttctggaggggtaacctggccaacgtgatccgttacttccc 

cacccaagctctcaacttcgccttcaaggacaagtacaagcagctcttcttagggggtgtgg 

atcggcataagcagttctggcgctactttgctggtaacctggcgtccggtggggccgctggg 

gccacctccctttgctttgtctacccgctggactttgctaggaccaggttggctgctgatgt 

gggcaggcgcgcccagcgtgagttccatggtctgggcgactgtatcatcaagatcttcaagt 

ctgatggcctgagggggctctaccagggtttcaacgtctctgtccaaggcatcattatctat 

agagctgcctacttcggagtctatgatactgccaaggggatgctgcctgaccccaagaacgt 

gcacatttttgtgagctggatgattgcccagagtgtgacggcagtcgcagggctgctgtcct 

acccctttgacactgttcgtcgtagaatgatgatgcagtccggccggaaaggggccgatatt 

atgtacacggggacagttgactgctggaggaagattgcaaaagacgaaggagccaaggcctt 

cttcaaaggtgcctggtccaatgtgctgagaggcatgggcggtgcttttgtattggtgttgt 
atgatgagatcaaaaaatatgtctaa 



hANT 2 sequence (SEQ ID N°20) : 

atgacagatgccgctgtgtccttcgccaaggacttcctggcaggtggagtggccgcagccat 
ctccaagacggcggtagcgcccatcgagcgggtcaagctgctgctgcaggtgcagcatgcca 
gcaagcagatcactgcagataagcaatacaaaggcattatagactgcgtggtccgtattccc 
aaggagcagggagttctgtccttctggcgcggtaacctggccaatgtcatcagatacttccc 
cacccaggctcttaacttcgccttcaaagataaatacaagcagatcttcctgggtggtgtgg 
acaagagaacccagttttggcgctactttgcagggaatctggcatcgggtggtgccgcaggg 
gccacatccctgtgttttgtgtaccctcttgattttgcccgtacccgtctagcagctgatgt 
gggtaaagctggagctgaaagggaattccgaggcctcggtgactgcctggttaagatctaca 
aatctgatgggattaagggcctgtaccaaggctttaacgtgtctgtgcagggtattatcatc 
taccgagccgcctacttcggtatctatgacactgcaaagggaatgcttccggatcccaagaa 
cactcacatcgtcatcagctggatgatcgcacagactgtcactgctgttgccgggttgactt 
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cctatccatttgacaccgttcgccgccgcatgatgatgcagtcagggcgcaaaggaactgac 

atcatgtacacaggcacgcttgactgctggcggaagattgctcgtgatgaaggaggcaaagc 

ttttttcaagggtgcatggtccaatgttctcagaggcatgggtggtgcttttgtgcttgtct 
tgtatgatgaaatcaagaagtacacataa 

hANT 3 sequence (SEQ ID N°21) : 

atgacggaacaggccatctccttcgccaaagacttcttggccggaggcatcgccgccgccat 

ctccaagacggccgtggctccgatcgagcgggtcaagctgctgctgcaggtccagcacgcca 

gcaagcagatcgccgccgacaagcagtacaagggcatcgtggactgcattgtccgcatcccg 

aaggagcagggcgtgctgtccttctggaggggcaaccttgccaacgtcattcgctacttccc 

cactcaagccctcaacttcgccttcaaggataagtacaagcagatcttcctggggggcgtgg 

acaagcacacgcagttctggaggtactttgcgggcaacctggcctccggcggtgcggccggc 

gcgacctccctctgcttcgtgtacccgctggatttcgccagaacccgcctggcagcggacgt 

gggaaagtcaggcacagagcgcgagttccgaggcctgggagactgcctggtgaagatcacca 

agtccgacggcatccggggcctgtaccagggcttcagtgtctccgtgcagggcatcatcatc 

taccgggcggcctacttcggcgtgtacgatacggccaagggcatgctccccgaccccaagaa 

cacgcacatcgtggtgagctggatgatcgcgcagaccgtgacggccgtggccggcgtggtgt 

cctaccccttcgacacggtgcggcggcgcatgatgatgcagtccgggcgcaaaggagctgac 

atcatgtacacgggcaccgtcgactgttggaggaagatcttcagagatgaggggggcaaggc 

cttcttcaagggtgcgtggtccaacgtcctgcggggcatggggggcgccttcgtgctggtcc 
tgtacgacgagctcaagaaggtgatctaa 
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LISTE DE SEQUENCES 

<110> THERAPTOSIS 

<120> MOYENS POUR LA REGULATION DE L'EXPRESSION DES ISOFORMES 
HUMAINES DE L ANT 

<130> 60889 

<140> FR 03 00622 
<141> 2004-01-21 

<160> 33 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 
<211> 21 
<212> RNA 
<213> Human 

<220> 

<221> misc_feature 
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<222> (20)..(20) 
<223> desoxythymidine 

<220> 

<221> misc_feature 
<222> (21)..(21) 
<223> desoxythymidine 

<400> 1 

acagaucagu gcugagaagn n 21 

<210> 2 
<211> 21 
<212> RNA 
<213> Human 

<220> 

<221> misc_feature 
<222> (20)..(20) 
<223> Deoxythimidine 

<220> 

<221> misc_feature 
<222> (21)..(21) 
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<223> Deoxythimidine 
<400> 2 

cuucucagca cugaucugun n 21 

<210> 3 
<211> 21 
<212> RNA 
<213> Human 

<220> 

<221> misc_feature 
<222> (20)..(20) 
<223> Deoxythimidine 

<220> 

<221> misc_feature 
<222> (21)..(21) 
<223> Deoxythimidine 

<400> 3 

gcagaucacu gcagauaagn n 21 
<210> 4 



<211> 21 
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<212> RNA 
<213> Human 

<220> 

<221> misc_feature 
<222> (21)..(21) 
<223> deoxythiinidine 

<220> 

<221> miscjfeature 
<222> (20)..(20) 
<223> deoxythimidine 

<400> 4 

cuuaucugca gugaucugcn n 

<210> 5 
<211> 21 
<212> RNA 
<213> Human 

<220> 

<221> misc_feature 
<222> (20)..(20) 
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<223> deoxythimidine 
<220> 

<221> miscjfeature 
<222> (21)..(21) 
<223> deoxythimidine 

<400> 5 

gggcaucgug gacugcauun n 

<210> 6 
<211> 21 
<212> RNA 
<213> Human 

<220> 

<221> misc_feature 
<222> (20)..(20) 
<223> deoxythimidine 

<220> 

<221> misc_feature 
<222> (21).. (21) 
<223> deoxythimidine 
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21 
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<400> 6 

aaugcagucc acgaugcccn n 21 

<210> 7 
<211> 21 
<212> DNA 
<213> Human 

<400> 7 

aaacagatca gtgctgagaa g 21 

<210> 8 
<211> 21 
<212> DNA 
<213> Human 

<400> 8 

aagcagatca ctgcagataa g 21 

<210> 9 
<211> 21 
<212> DNA 
<213> Human 



<400> 9 

aagcggatcg ctacaaataa g 



21 
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<210> 10 
<211> 21 
<212> DNA 
<213> Human 

<400> 10 

aagggcatcg tggactgcat t 21 

<210> 11 
<211> 21 
<212> RNA 
<213> Human 

<220> 

<221> misc_feature 
<222> (20)..(20) 
<223> deoxythimidine 

<220> 

<221> misc_feature 
<222> (21)..(21) 
<223> deoxythimidine 
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<400> 11 

acagaucagu gcugagaagn n 21 

<210> 12 
<211> 21 
<212> RNA 
<213> Human 



<220> 

<221> misc_feature 
<222> (20)..(20) 
<223> deoxythimidine 



<220> 

<221> misc feature 
<222> (21)..(21) 
<223> deoxytiiirnidine 

<400> 12 

cuucucagca cugaucugun n 

<210> 13 
<211> 21 
<212> RNA 
<213> Human 
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<220> 

<221> miscjfeature 
<222> (20)„(20) 
<223> deoxythimidine 

<220> 

<221> misc_feature 
<222> (21).. (21) 
<223> deoxythimidine 

<400> 13 

gcagaucacu gcagauaagn n 21 

<210> 14 
<211> 21 
<212> RNA 
<213> Human 

<220> 

<221> misc_feature 
<222> (20)..(20) 
<223> Deoxythimidine 
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<220> 

<221> misc_feature 
<222> (21)..(21) 
<223> Deoxythimidine 

<400> 14 

cuuaucugca gugaucugcn n 21 

<210> 15 
<211> 21 
<212> RNA 
<213> Human 

<220> 

<221> misc_feature 
<222> (20)..(20) 
<223> Deoxythimidine 

<220> 

<221> misc_feature 
<222> (21)..(21) 
<223> Deoxythimidine 



<400> 15 

gcggaucgcu acaaauaagn n 



21 
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<210> 16 
<211> 21 
<212> RNA 
<213> Human 

<220> 

<221> misc_feature 
<222> (20)..(20) 
<223> Deoxythimidine 

<220> 

<221> misc_feature 
<222> (21)..(21) 
<223> Deoxythimidine 

<400> 16 

cuuauuugua gcgauccgcn n 21 

<210> 17 
<211> 21 
<212> RNA 
<213> Human 



WO 2004/067558 PCT/FR2004/000127 

12/19 

<220> 

<221> misc_feature 
<222> (20)..(20) 
<223> Deoxythimidine 

<220> 

<221> misc_feature 
<222> (21)..(21) 
<223> Deoxythimidine 

<400> 17 

gggcaucgug gacugcauun n 21 

<210> 18 
<211> 21 
<212> RNA 
<213> Human 

<220> 

<221> misc_feature 
<222> (20)..(20) 
<223> Deoxythimidine 



<220> 
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<221> misc_feature 
<222> (21)..(21) 
<223> Deoxythirnidine 



<400> 18 

aaugcagucc acgaugcccn n 21 

<210> 19 
<211> 894 
<212> DNA 
<213> Human 



<400> 19 

at gggtgatc acgcttggag cttcctaaag gacttcctgg ccggggcggt cgccgctgcc 60 
gtctccaaga ccgcggtcgc ccccatcgag agggtcaaac tgctgctgca ggtccagcat 120 
gccagcaaac agatcagtgc tgagaagcag tacaaaggga tcattgattg tgtggtgaga 180 
atccctaagg agcagggctt cctctccttc tggaggggta acctggccaa cgtgatccgt 240 
tacttcccca cccaagctct caacttcgcc ttcaaggaca agtacaagca gctcttctta 300 
gggggtgtgg atcggcataa gcagttctgg cgctactttg ctggtaacct ggcgtccggt 360 
ggggccgctg gggccacctc cctttgcttt gtctacccgc tggactttgc taggaccagg 420 
ttggctgctg atgtgggcag gcgcgcccag cgtgagttcc atggtctggg cgactgtatc 480 
atcaagatct tcaagtctga tggcctgagg gggctctacc agggtttcaa cgtctctgtc 540 
caaggcatca ttatctatag agctgcctac ttcggagtct atgatactgc caaggggatg 600 
ctgcctgacc ccaagaacgt gcacattttt gtgagctgga tgattgccca gagtgtgacg 660 
gcagtcgcag ggctgctgtc ctaccccttt gacactgttc gtcgtagaat gatgatgcag 720 
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tccggccgga aaggggccga tattatgtac acggggacag ttgactgctg gaggaagatt 780 
gcaaaagacg aaggagccaa ggccttcttc aaaggtgcct ggtccaatgt gctgagaggc 840 
at gggcggtg cttttgtatt ggtgttgtat gatgagatca aaaaatatgt ctaa 894 

<210> 20 
<211> 897 
<212> DNA 
<213> Human 



<400> 20 

atgacagatg ccgctgtgtc cttcgccaag gacttcctgg caggtggagt ggccgcagcc 60 
atctccaaga cggcggtagc gcccatcgag cgggtcaagc tgctgctgca ggtgcagcat 120 
gccagcaagc agatcactgc agataagcaa tacaaaggca ttatagactg cgtggtccgt 180 
attcccaagg agcagggagt tctgtccttc tggcgcggta acctggccaa tgtcatcaga 240 
tacttcccca cccaggctct taacttcgcc ttcaaagata aatacaagca gatcttcctg 300 
ggtggtgtgg acaagagaac ccagttttgg cgctactttg cagggaatct ggcatcgggt 360 
ggtgccgcag gggccacatc cctgtgtttt gtgtaccctc ttgattttgc ccgtacccgt 420 
ctagcagctg atgtgggtaa agctggagct gaaagggaat tccgaggcct cggtgactgc 480 
ctggttaaga tctacaaatc tgatgggatt aagggcctgt accaaggctt taacgtgtct 540 
gtgcagggta ttatcatcta ccgagccgcc tacttcggta tctatgacac tgcaaaggga 600 
atgcttccgg atcccaagaa cactcacatc gtcatcagct ggatgatcgc acagactgtc 660 
actgctgttg ccgggttgac ttcctatcca tttgacaccg ttcgccgccg catgatgatg 720 
cagtcagggc gcaaaggaac tgacatcatg tacacaggca cgcttgactg ctggcggaag 780 
attgctcgtg atgaaggagg caaagctttt ttcaagggtg catggtccaa tgttctcaga 840 
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ggcatgggtg gtgcttttgt gcttgtcttg tatgatgaaa tcaagaagta cacataa 897 

<210> 21 
<211> 897 
<212> DNA 
<213> Human 

<400> 21 

atgacggaac aggccatctc cttcgccaaa gacttcttgg ccggaggcat cgccgccgcc 60 
atctccaaga cggccgtggc tccgatcgag cgggtcaagc tgctgctgca ggtccagcac 120 
gccagcaagc agatcgccgc cgacaagcag tacaagggca tcgtggactg cattgtccgc 180 
atccccaagg agcagggcgt gctgtccttc tggaggggca accttgccaa cgtcattcgc 240 
tacttcccca ctcaagccct caacttcgcc ttcaaggata agtacaagca gatcttcctg 300 
gggggcgtgg acaagcacac gcagttctgg aggtactttg cgggcaacct ggcctccggc 360 
ggtgcggccg gcgcgacctc cctctgcttc gtgtacccgc tggatttcgc cagaacccgc 420 
ctggcagcgg acgtgggaaa gtcaggcaca gagcgcgagt tccgaggcct gggagactgc 480 
ctggtgaaga tcaccaagtc cgacggcatc cggggcctgt accagggctt cagtgtctcc 540 
gtg ca gggca tcatcatcta ccgggcggcc tacttcggcg tgtacgatac ggccaagggc 600 
atgctccccg accccaagaa cacgcacatc gtggtgagct ggatgatcgc gcagaccgtg 660 
acggccgtgg ccggcgtggt gtcctacccc ttcgacacgg tgcggcggcg catgatgatg 720 
cagtccgggc gcaaaggagc tgacatcatg tacacgggca ccgtcgactg ttggaggaag 780 
atcttcagag atgagggggg caaggccttc ttcaagggtg cgtggtccaa cgtcctgcgg 840 
ggcatggggg gcgccttcgt gctggtcctg tacgacgagc tcaagaaggt gatctaa 897 
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<210> 22 
<211> 30 
<212> DNA 
<213> Human 



<400> 22 

atgggtgatc acgcttggag cttcctaaag 30 

<210> 23 
<211> 30 
<212> DNA 
<213> Human 

<400> 23 

ttagacatat tttttgatct catcatacaa 30 

<210> 24 
<211> 30 
<212> DNA 
<213> Human 



<400> 24 

atgacagatg ccgctgtgtc cttcgccaag 30 
<210> 25 



<211> 30 
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<212> DNA 
<213> Human 



<400> 25 

ttatgtgtac ttcttgattt catcatacaa 

<210> 26 
<211> 30 
<212> DNA 
<213> Human 



<400> 26 

atgacggaac aggccatctc cttcgccaaa 

<210> 27 
<211> 30 
<212> DNA 
<213> Human 



<400> 27 

ttagatcacc ttcttgagct cgtcgtacag 

<210> 28 
<211> 28 
<212> DNA 
<213> Human 
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<400> 28 

taaggtaccatgggtgatcacgcttgga 28 

<210> 29 
<211> 26 
<212> DNA 
<213> Human 

<400> 29 

atctcgaggacatattttttgatctc 26 

<210> 30 
<211> 28 
<212> DNA 
<213> Human 

<400> 30 

taaggtacca tgacagatgc cgctgtgt 28 

<210> 31 
<211> 26 
<212> DNA 
<213> Human 



<400> 31 

atctcgagtg tgtacttctt gatttc 
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<210> 32 

<211> 28 
<212> DNA 
<213> Human 

<400> 32 

taaggtacca tgacggaaca ggccatct 28 

<210> 33 
<211> 26 
<212> DNA 
<213> Human 



<400> 33 

atctcgtgga tcaccttctt gagctc 
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